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論文内容の要旨 
 
 大腸がんは世界的にがん関連死の主な原因の一つであり，特に先進国においてその傾向は顕著であ
る。大腸がんは多段階の遺伝的及びエピジェネティックな変異の蓄積が原因で引き起こされることが
知られており，最も頻繁に変異が認められる遺伝子の一つに Kirsten rat sarcoma viral oncogene 
homolog (KRAS) がある。KRAS 活性変異は下流の  mitogen-activated protein kinase kinase 
(MEK)/extracellular signal-regulated kinase (ERK) シグナル及び/または phosphatidylinositol-3 
kinase (PI3K)/v-akt murine thymoma viral oncogene homolog (AKT) 経路を恒常的に活性化し，
MEK/ERK シグナルの活性化はがん細胞の細胞周期と細胞移動能を促進，PI3K/AKT 経路は細胞の異
常増殖と生存能を促進する。移動能や細胞増殖の促進だけでなく，KRAS の活性変異はがん細胞にお
いてマクロオートファジー (以下，オートファジー) を促進することも報告されている。 
 オートファジーは細胞質内の自己分解機構の一つで，機能不全に陥ったオルガネラや異常タンパク質
をリソソームの加水分解酵素によって分解する。正常な細胞ではオートファジーは細胞内の恒常性を
維持することによって細胞のがん化を抑制する一方で，既に樹立したがん細胞では栄養飢餓状態や抗
がん剤への抵抗性に寄与することが知られている。近年の研究により KRAS の活性変異がオートフ
ァジーを促進し飢餓条件下での大腸がん細胞の生存能を亢進させることや，KRAS が下流の 
MEK/ERK シグナルの活性化を介してオートファジーを促進していることが明らかとなっているが，
その詳細な分子機構については未だ不明な点が多い。 
 Phospholipase C (PLC) はイノシトールリン脂質代謝においてセカンドメッセンジャー産生のトリ
ガーとなる酵素である。活性化された PLC は phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate を分解し 2
つのセカンドメッセンジャー，inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) と diacylglycerol (DAG) を産生す
る。IP3 は小胞体からのカルシウムイオンの遊離を促し，DAG は Protein kinase C を活性化する。
これらのシグナルは組織の分化やがん化など多くの細胞機能調節に関与している。我々はこれまでに
PLC の最も基本的なアイソザイムの 1 つである PLCδ1 が大腸がん組織において発現抑制されてい
ることや，MEK/ERK シグナルが PLCδ1 の発現を抑制することを明らかとしてきた。また，PLCδ1 
が大腸がん細胞の増殖・移動能を抑制することを見出し，PLCδ1 が大腸がんの新たな治療ターゲット
となることを報告してきた。 
 本研究では，大腸がん細胞において KRAS/MEK シグナルがオートファジーを促進しがん細胞の生
存能を亢進させるとの報告と KRAS/MEK シグナルが PLCδ1 の発現を抑制することから，PLCδ1 
の発現抑制がオートファジーの亢進に寄与し大腸がん細胞の生存能を亢進させるとの仮説を立て，こ
れを検証した。 
 
1. PLCδ1は飢餓条件下で誘導されるオートファジーを抑制する 
 オートファジーにおける PLCδ1 の役割を検証するため， PLCδ1 を安定的に過剰発現した大腸が
ん細胞 SW620 を飢餓条件下で培養し，形成されるオートファゴソームをオートファゴソームマーカ
ーである LC3 の免疫染色によって観察した。その結果，コントロール細胞と比較して PLCδ1 過剰発
現細胞では細胞内のオートファゴソーム数が著しく減少していた。オートファゴソーム数の減少はオ
ートファゴソーム形成が抑制された場合と分解が亢進した場合に認められる。そのため，次にオート
ファゴソームとリソソームの融合を阻害する Bafilomycin A1 (Baf.A1) で処理し，分解を抑制した際
のオートファゴソーム蓄積量を LC3 の免疫染色によって比較した。コントロール及び PLCδ1 過剰発
現細胞共に Baf.A1 処理によってオートファゴソームの蓄積が認められたが，その蓄積量はコントロ
ール細胞に比べて PLCδ1 過剰発現細胞で著しく減少していた。よって，PLCδ1 過剰発現細胞ではオ
ートファゴソームの形成が抑制されていることが示唆された。 
 内在性 PLCδ1 のオートファジーでの役割を検討するため，大腸がん細胞 HCT116 の PLCδ1 を発
現抑制し，Baf.A1 処理または未処理の飢餓条件下で形成されるオートファゴソームを LC3 の免疫染
色によって観察した。その結果，Baf.A1 処理及び未処理のいずれの場合も PLCδ1の発現抑制によっ
てオートファゴソームの増加が認められ，オートファジーが亢進していることが示唆された。 
 PLCδ1 過剰発現がオートファジーを抑制し内在性 PLCδ1 の発現抑制がオートファジーを促進し
たことから，PLCδ1 は大腸がん細胞においてオートファジーを抑制的に制御することが明らかとなっ
た。 
 
2. KRAS による PLCδ1 の発現抑制はオートファジーを促進する 
 大腸がん細胞において KRAS の活性変異が下流の MEK/ERK シグナルの活性化を介してオート
ファジーを促進していることが報告されている。そこで KRAS による PLCδ1 の発現抑制が大腸が
ん細胞のオートファジーを亢進しているか検証するため，KRAS 活性変異のある HCT116 細胞の 
KRAS 及び PLCδ1 を発現抑制しオートファゴソームマーカーである LC3-II をウェスタンブロッ
ティングによって検出した。KRAS を発現抑制すると PLCδ1 の発現量が増加し，飢餓条件下での 
LC3-II 量が減少しオートファジーが抑制されることが確認できた。一方で KRAS と PLCδ1 を同時
に発現抑制すると KRAS の発現抑制で減少した LC3-II 量が一部ではあるが回復した。以上より，
KRAS 活性変異のある大腸がん細胞において KRAS による PLCδ1 の発現抑制がオートファジーの
亢進に寄与していることが示唆された。 
 
3. PLCδ1 の過剰発現は Beclin-1 の発現を抑制する 
 PLCδ1 によるオートファジー抑制機構を解明するため，オートファジーの開始に必須である class 
III PI3K 複合体に着目した。Class III PI3K 複合体は class III PI3K である VPS34，Autophagy 
related 14 (ATG14) 及び Beclin-1 からなり， KRAS の発現抑制によって Beclin-1 の発現が低下す
ることが報告されている。そこで PLCδ1 過剰発現及びコントロール SW620 細胞の ATG14 及び 
Beclin-1 の発現量をウェスタンブロッティングにより検討した。PLCδ1 の過剰発現は ATG14 の発
現量には変化を与えなかったが，Beclin-1 の発現量を低下させた。また qRT-PCR により mRNA 量
を比較したところ，PLCδ1 の過剰発現は ATG14 の mRNA 量には変化を与えなかったが，Beclin-1 
の mRNA 量を有意に減少させた。以上のことから，PLCδ1 によるオートファジーの抑制は Beclin-1 
の転写レベルでの制御を介していることが示唆された。 
 
4. PLCδ1 の過剰発現によるオートファジーの抑制は，大腸がん細胞の栄養飢餓への
抵抗性を低下させる 
 オートファジーが大腸がん細胞の栄養飢餓への抵抗性に寄与していることが知られているため，次
に PLCδ1 によるオートファジー抑制が大腸がん細胞の飢餓条件下での生存能へ影響を与えるか検討
した。PLCδ1 過剰発現及びコントロール SW620 細胞を飢餓条件下で 72 時間培養し，死細胞数を 
Fluorescein isothiocyanate (FITC) 標識 Annexin V 及び propidium iodide (PI) による二重染色に
よって定量した。通常培地では PLCδ1 過剰発現細胞とコントロール細胞の死細胞数に大きな差は認
められなかったが，飢餓条件下ではコントロール細胞と比較して PLCδ1 過剰発現細胞で死細胞数が
約 2倍に増加し，栄養飢餓への抵抗性が低下していることが明らかとなった。 
 成長した腫瘍の中心部では酸素やグルコースなどが不足したニッチが形成されているため，そのよ
うな条件下で KRAS 活性変異のある大腸がん細胞が生存するためには PLCδ1 の発現抑制によるオ
ートファジーの亢進が欠かせないと考えられる。 
 
5. PLCδ1 の過剰発現によるオートファジーの抑制は，大腸がん細胞の抗がん剤への
抵抗性を低下させる 
 オートファジーは大腸がん細胞の抗がん剤への抵抗性を増大させることも知られている。そこで，
PLCδ1 によるオートファジー抑制が大腸がん細胞の抗がん剤処理下での生存能へ影響を与えるか検
討するため，Oxaliplatin で 48時間処理した際の死細胞数を FITC 標識 Annexin V 及び PI による
二重染色によって定量した。Oxaliplatin 処理によりコントロール及び PLCδ1 過剰発現細胞共に死
細胞数の増加が認められたが，増加率は PLCδ1 過剰発現細胞で有意に高く，PLCδ1 の過剰発現が大
腸がん細胞の抗がん剤に対する抵抗性を低下させることが示唆された。 
 
 本研究をまとめると，KRAS 活性変異のある大腸がん細胞では PLCδ1 の発現抑制がオートファジ
ーを促進していることが明らかとなった。また，PLCδ1 によるオートファジーの抑制は Beclin-1 の
転写レベルでの発現制御を介していることが示唆された。さらに PLCδ1 によるオートファジーの抑
制は大腸がん細胞の飢餓条件下や抗がん剤処理時の死細胞数を増
加させたことから，PLCδ1 の発現抑制によって引き起こされる
オートファジーの亢進が大腸がん細胞の栄養飢餓や抗がん剤への
抵抗性を増大させていると考えられた (Fig)。以上より，PLCδ1 
の発現誘導は KRAS 活性変異のある大腸がんにおける新たな治
療ターゲットとなり得ることが示唆された。 
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Fig. KRAS 活性変異による 
PLCδ1 発現抑制を介した 
オートファジー亢進モデル 
 審査結果の要旨 
 
大腸がんは世界的にがん関連死の主な原因の一つであり，特に先進国においてその傾
向は顕著である。大腸がんでの最も頻繁に変異が認められる遺伝子の一つに KRAS が
ある。KRAS の活性変異は、下流シグナルである MEK/ ERKシグナル、PI3K/ AKT経路
を恒常的に活性化すると同時に、オートファジーを亢進することが報告されている。 
本研究では、KRAS 活性変異のある大腸がん細胞では、イノシトールリン脂質代謝で
重要な酵素 Phospholipase C (PLC) δ1 の発現が抑制され、PLCδ1 の発現の抑制はオ
ートファジーの亢進を引き起こすことを明らかにした。逆に PLCδ1過剰発現細胞では
細胞内のオートファゴソーム数が著しく減少していた。オートファゴソーム数の減少
は、分解が亢進したことによるものではなく、オートファゴソームの形成が抑制され
ていることに起因することが明らかになった。また PLCδ1の過剰発現がオートファジ
ーの開始に必須である classIII PI3K複合体を形成する Beclin-1の mRNA 量を有意に
減少させることから、PLCδ1は Beclin-1 の転写レベルでの制御を介していることが
示唆された。更に PLCδ1の過剰発現によるオートファジーの抑制は、大腸がん細胞の
栄養飢餓への抵抗性を低下させ、抗がん剤への抵抗性を低下させることが判明した。
こうした結果は、PLCδ1の発現誘導が KRAS 活性変異のある大腸がんにおける新たな
治療ターゲットとなり得ることを示唆し、生命科学の研究として高い価値を有してい
る。本研究成果は、すでに Biochem. Biophys. Res. Commun.に論文発表している(2017)。 
 本審査での発表と質疑応答も適切であり、研究者として資質も高いと判断できる。
以上のことから、本申請論文は博士学位授与に値すると考えられる。 
 
